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EffectsofAuxinandCytokininonFormationofCallusand
ShOotofInVitroculturingLeafExplantinAfricanViolets
MiyoshiHAKOZAKI
Synopsi8
Theeffectsof1-naphthaleneaceticacid(NAA)and6-benzyladenine(BA)asplant
growthregulatorsoncallusformation,growthandshootformationofleafexplantscultUred
intheAfricanviolet(Saintpαu'iaionanthacv.Susie)werestudiedinvitro.Experim飽tal
plotsconsistedof151evelsmodi血edWithMurashigeandSkoog(MS)basalmediumsup-
plementedwithO,0.5,0r1.Omg・1iterlNAAandO,0.05,0.1,0.50r1.Omg・1iter-1BAin
combination.Theleaftissueexplantswerecu1tured6weeksonanincubatorma輌ntainedat
25±2℃undercool-white迅uorescentlamp(3.OKIux)anda16-hrphotoperiod,Thenumber
ofdaysfromexplantsplacedintosolidmediumtothe1)eginningformationofcallus,shoot
andadventitiousroot,丘o皿callusformationtoadventitiousrootwereshortestincUltures
containingNAAO.5mgandBAO.5～1.Omg・literlincom1)ination.ThenUml)erofshoot
formationismaximizedatculturedincombinationNAA1.Omg:BA1.Omg・liter-1.Thead-
ventitiousrootformationincreasedatculturescontainingNAAO.5mg:BAO.1mg・liter-lin
combination,whilethehigherconcentrationwasinhil)itedthethese.CultureswithNAAO`
mg:BAO-1.Omg・1iterlincombinationwerenotformedtheadventitiousroot.Thetotalliv-
ingorganismsofcallusandshootwereweightestatculturingwithNAAO.5mg:BA1.Omg・
literlincombination.ThemorphogenesisoninvitrecultureinAtricanVioletleaftissueex-
plantshowedgoodresultsonO.5mg4iter-1NAAandBAincombination,whilethesemor-
phogenesiswaseffectivenessthecompositethanthatsingletreatmentofNAAandBA..
緒 言
著者 は前報⑦において,セ ン トポー リアの葉組織培養に よる大量増殖法の確立のための培地成
分 として不可欠な有機化合物 の うち,し ょ糖 と培地pHを と りあげ,そ れ らが セ ン トポー リアの
葉外植片 のカルスお よび シュー ト形成に及ぼす影響について実験 を行 った。その結果,カ ルス形
成,シ ュー5形 成の最 適な しょ糖 の処理濃度は309〃で,ま た,.その培地pH値 は5.8であるこ
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とを明らかに した。
次に,こ の培地成分 に不可欠な有機化合物 であ る植物生長調整物質 をと りあげ,そ れ らセ ン ト
ポ ー リアの葉外植片の形態形成 に及ぼす影響 について究明す る必要 がある。 これ までに,花 き,
野菜お よび果樹な ど多種類 の作物 のinvitro培養におけ る形態形成 に及ぼす植物 ホル モンの影響
について報告 されてい る(1)(2)(3)(7)(8)(9)(10)(13)(17)(18)(19)(23)。また,Y.P.S.Bajaj(19 2)の資料ec
よる と,セ ソ トポー リアの葉組 織 の 仇 碗 初 培養 に おけ る形 態形成 に及繧 す植物 ホ ルモ ンの
NAAお よびBAの 影響について,GrunewaldtJ(1976),Kv㎞lczanckaK(1973)ら,FinerJJ
(1987)ら,HameyPM(1979)ら,StartND(1976)ら,ChangJS(1985)らの報 告 が ある
が,培 地 のNAAお よびBAと カル ス,シ ュー トの形態形成 と所要 日数,器 官形成 と生体重な
ど,生 体形質 との関係 について明 らかでない。
そ こで本研究 では,増 殖 または栽培が難か しい品種 のスージを対象に,そ れ ら葉外植片のカル
ス形成,シ ュー ト形成 お よび不定根形成な ど,形 態形成に及ぼす ナ フタ レン酢酸(NAA)お よ
びN6一ベ ソジル アデニ ン(BA)の 影響につ いて実験 を行 った。
材料および方法
培養植物 はセ ソ トポー リア(5hintpautiaionanthaWendl.),オプテ ィマ ラ系 品 種:ス ージ
で,葉 ざ しの育成,開 花株(市 販品)を 母 株 と して用いた。外植 片 とした葉 は無病母株 の長 さ
6cmの有柄展 開葉 を採取 し,水 道流水で5分 洗い,中 性洗剤溶液で5分 撹拝 し,5分 間流水洗
した。次4こ7%エ タ ノールに1分,1%次 亜塩 素酸ナ トリウム溶 液に10分浸漬撹持 し,無 菌下
で滅菌水で2回 洗浄 した。葉身部を8m2の 大 きさに切断 し外植片 と した。培養培地はMSを 基
本 として,培 養 液ll当 た り,寒 天9g,し ょ糖30gと し,pH値5.8に調整 した これ ら培養 液は
径30×120mm管瓶に201n'ずつ分注 し,1.2kg/cm,121℃,オー トクレープで20分滅菌処理 し
培養培地 とした。外植片置床は基部を下に1/3を培地中央に植付けた。培養は置床後7日 間は
25±2℃,暗 黒 下 で,そ の後 は25±2℃,昼 光 色 蛍光 灯 を用 い,照 度3.Oklux,16時間長 下 の イ ン
キ ュベ ー タ ー に お い て42時 間 行 った 。 実 験 区 はNAAO,0.5お よび1.Omg〃の3濃 度 とBAO,
0.05,0.1,0.5および1.Omg〃の5濃 度 組 合 わ せ を第1表 に示 す とお りで,計15区 を設 け た。 供
Table1.ExperimentalplotsandcombinationsoftreatmentconcentrationofNAAandBA.
GroWthregulator
(mg・liter-i)
BA
0 0.05 0.1 0.5 1.0
NAAO'
0.5
1.0
0/0
0.5/0
1.0/0
0/00.5
0.5!0.05
1.0/0.05
0/O、1
0.5/O.1
1.0!O.1
0/0.5
0.5/0.5
1.0/0.5
0/LO
O.5/1.0
1.0/1.0
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試外植片数は各実験区とも20個体 とした。調査は各形質について外植片置床から実験終了まで
の42日間,経時的にカルス形成,シ ュート形成および不定根形成について調べた。
結果および考察
外植片置床か らカルス形成 までの所要 日数はFig.1-a.,1-b.および1-c.に示 した.こ れ ら図
か ら明らかなよ うに,NAA濃 度処理区間を対比す ると,0.5mg〃各区が1.Omg〃各区のそれ と
比べ,日 数 が少 な く,Omg〃各区は多 くの 日数を要 し,カ ルスを形成する傾向を示 した。 また,
BA濃 度処理 区間では,NAAの 各濃度処理 とも高濃度処理区ほ ど日数 が少 な く,反 対に低濃度
処理 区ほ ど多 くの 日数 を要 し,カ ルスを形成す る傾向を示 した。 また,NAAとBA処 理濃度組
合わせ区間では,0/0.05区が33.1日で最 多日数を要 し,次 いで0/0.1区>0/0.5区>0/1.0区>1.0/
O.5区の順 とな り,0.5/1.0区が12.1日の最少 日数で カルスを形成 し,そ の差異は21.0日であった。
この よ うに,最 も少 日数 で,早 くカルス形成 したのはNAAO.5mg/1とBAO.5～1.Omg〃の濃
度組 合わせ処理であ り,これ ら植物 ホル モソの併用処理濃度が葉片組織 の細胞 の分裂 と増殖 を促
進 し,そ して,カ ルスの誘起 などの促進作用が さかんに行われた ことに起因 している もの と考え
られ る。 この ことは,ChangJSはNAAとBA処 理濃度が0.1mg〃以上,GrunewaldtJはBA
O.4mg〃処理濃度 でそれぞれ カルス形成を観 察 してお り(11),MoncovsinCらはNAAとBAを
用い,カ ル ス形成をみてい る(16)それ らの実験結果 とほぼ類似 してい る。
ここで,形 成 されたカル ス集塊の色についてみると,各 区 とも一様に,そ の形成初期では,白
または クリーム色をおびていたが,時 期経過 に ともない,淡 い茶色に変色 し,さ らに カルス形成
以後においては,カ ルス全体が くすんだ茶褐色 を持続 した。処理区間 に差 異は殆んど認め られな
か った。 また,形 成 された カルス集塊の形質はNAAとBA処 理濃度組合わ せに関 係な く・硬
く,全 体が しまった状態であることが観察 された。
外植片置床か らシュー ト形成 までの所要 日数はFig.1-a.,1-b.および1-c.に示 した。 これ ら
図か ら明らかな よ うに,NAA濃 度処理 区間では,0.5mg〃各区がOmg〃 各区のそれ と比べ,
少 ない 日数で シュー トを形成す る傾向を示 した。BA濃 度処理区間では,カ ルス形成 と同 じよう
に,高 濃度処理区ほ ど日数が少な く,低濃度処理区ほ ど多 くの日数を要 し,シ ュー トを形成する
傾 向を示 した。 また,NAAとBA処 理濃度組合わせ区間 では,0/0.05区が39.9日で最多 日数を
要 し,O.5/1.0区が24.2日で最少 日数で シュー トを形成 し,そ の差異は15.7日であった。
カル ス形成 か らシュー ト形成 までの所要 日数はTable2-a・,2-b・および2-c・に示 した・ これ
ら表か ら明らかな よ うに,NAA濃 度処理区間では,Omg〃 各区が比較的 に 日数が少 な く,1.O
mg〃各区が多 く日数を要 した。BA濃 度処理区間では,高 濃度処理ほ ど少ない 日数 でシ ュー ト
形成が認め られた。 また,NAAとBA処 理濃度組合わせ区間では,1・0/0・05区が20・0日で最多
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Table2ra.EffectsofNAAandBAontheformationofcal!usandshootinleafbladeexplantcUlturingof
`susie,AfricanViolet.
Durationandpercentage
NAA/BAconcentration(mg・liter-1)
0/0 0/0.050/0.10/0.50/1.0
Daysfromexplantedtoinductioncallusformation
Daysfromexplantedtoinductionshootformation
Daysfromca皿usformedtoshootformat輌on
Callusformationpercentage(%)
Shootformationpercentage(%)
27.0
35.0
8.0
(80.0)
(60.0)
22.0
37.0
15.0
(70.0)
(50.0)
16.0
26.O
lO.0
(80.0)
(75.0)
15.0
24.0
9.0
(95.0)
(85.0)
Table2-b.EffectsofNAAandBAontheformationofcallusandshoot,'adventitiousrootinginleafblade
explantculturingof`susie'AfricanViolet.
Durationandpercentage
NAA/BAconcentration(mg・liter-i)
0.5/0.5/O.050.5/0.10.5/0.50.5/1.0
DaysfromexplantedtoinductioncallusfOrmation
Daysfromexplantedinductionshootformation
Daysfromexplantedtoinductionadventitiousrooting
Daysfromcallusformedtoshootformati6h
Daysfromcallusformedtoadventitiousrooting
Callusformationpercentage(%)
Shootformationpercentage(%)
Percentageofadventitiousrooting(%)
12、0
36.0
24.0
16.0
4.0
(100)
(55.0)
(100)
16.0
27.0
20.0
11.0
4.0
(100)
(60.0)
(100)
13.0
20.0
20.0
7.0
7.0
(100)
(70.0)
(100)
10.0
20.O
l7.0
10.00
7.0
(100)
(100)
(81.5)
12.O
l9.0
21.0
7.0
9.0
(100)
(100)
(80.0)
Table2-c.EffectsofNAAandBAontheformationofcallusandshoot,adventitiousrootinginleafblade
explantCulturingof`susie'Africanviolet.
NAA/BAconcentration(mg・iiter-i)
Durationandpercentage
1.0/01.0/0.051.0/0.11.0/0.51.0/1.0
Daysfromexplantedtoinductionca11usformation
Daysfromexplantedinductionshootformation
Daysfromexplantedtoinductionadventitiousrooting
Daysfromcallusformedtoshootformation
Daysfromcallusformedtoadventitiousrooting
Callusformationpercentage(%)
Shootformationpercentage(%)
Percentageofadventitiousrooting(%)
13。0
39.0
26.0
20.0
7.0
(100)
(10.5)
(100)
14.0
28.0
20.0
14.0
6.0
(100)
(42.1)
(100)
16.0
23.0
25.0
7.0
9.0
(100)
(95.0)
(100)
13.0
23.0
23.0
10.0
10.0
(100)
(100)
(95.0)
日数 を 要 した の に 対 し,0.5/0.1区,0.5/1.0各区 お よび1.0/0.5区が 揃 って7.0日で 最少 日数 で シ
ュー ト形成 がみ られ,そ の差 異 は13.0日であ った。 この よ うに,最 少 日数 で,し か も早 くシ ュー
トを 形 成 した のは,カ ル ス形 成 が 最 も早 か ったNAAO.5mg/lとBA1.omg〃 の濃 度 組 合 わ せ
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処理 であ り,こ れ ら植物生長調整物質のNAAとBAの 併用処理濃度 が葉片組織 の細胞増殖を促
進 し,併 せ てカル ス形成 とシュー ト原基形成 の誘起 を促進 したこ とが,そ の起因であると考 えら
れ る。 この ことはGr皿ewaldJはBAO.4mg/l処理濃度 で シュー ト形 成をみてお り,Jungnick-
elFはNAAとBAの 処 理 濃 度 が0.1mg〃で シ ュ ー ト形 成 を 観 察 して お り(12),ま たP.C.
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Bilkeyら(18),XuLQ(22),ChangJSら(11)はNAAとBAの処理濃度 が0.01～0.1mg〃でシュー
ト形成 をみ てお り,そ れ らの実験結果 とはか ならず しも一致 しなか った。 また,結 果的 に,BA
の単独処理 とな ったNAAOmg:BAO～1.Omg〃の組合わせ各区 では,い ずれにおいて も30日
以上を要 し,シ ュー ト形成が お くれ ることが認め られた。 このことは,1つtCは,BAは 単独処
理では,細 胞分裂な どの効果が弱 いこと,2つ には,茎 や葉な どの成長が抑制 され る作用 のあ る
こ とが,そ の原因であ ると考え られる。
次に,外 植片置床か ら不定根形成 まで と,シ ュー ト形成か ら不定根形成 までの所要 日数 はTa-
ble2-b.および2-c.に示 した。 これ ら表 か ら明 らかな よ うに,NAAの 濃度処理 の0.5mg〃各
区 と1.Omg〃各区の対 比では,著 しい差異は認め られ ないが,BA濃 度処理 区間では,高 濃度処
理 ほ ど日数が多 く,反 対に低濃度処理ほ ど少ない 日数で不定根 の形成が認め られ た。
シュー ト形成数,不 定根形成数 お よび カルスとシュー トの生体重 はFig.2-a,,2-b.および2-
c.に示 した。 これ ら図か ら明 らかな よ うに,先 ず,シ ュー ト形成数はNAA濃 度処理 区間では,
Omg〃各区が少な く,0.5mg/1と1.Omg/1の各 区が比較的 多か ったが,か な らず しも区間i/=一一一
定 した傾 向は認め られなか った。BA濃 度処理 区間では,NAA濃 度処理各区 とも高濃度処理ほ
ど多 く,低 濃度処理ほ ど少 な くな る結果が示 された。NAAとBA処 理濃度の組合わせ区間では,
1.0/1.0区が38.1で最 も多 く,次 いで0.5/1.0区>0.5/0.5区>1.0/0.5区>O/O.5区の順 とな り,
1.0/0.05区が1.0で最少値 を示 した。す なわ ち,大 量増殖 の基本 となる小植物体数をつ くり出す
シュー トを最 も多 く形成 したのはNAAとBAが1.Omg〃 処理 濃度で あ り,こ れ ら植物 ホルモ
ンの混用処理濃度が カルス形成を促進 し,そ れ と並行 して シュー ト形成の誘起を最 も促進 した こ
とが,そ の起因 である と考え られ る。そ して,こ のことは,前 に述べた ようにJungnickelF(12),
ChangJS(11),P.C.Bilkeyら(18),XuLQ(22)のそれ ら実験結果 と多少のちがいが示 された。不定
根形成数はNAA濃 度処理区間では,1.Omg〃各区に比べ0.5mg〃各区が多か った。BA濃 度処
理区間では,NAAの いずれの濃度処理において も低濃度処理 ほ ど多 く形成 したが,高 濃度処理
ほ ど少な く,抑 制 され る結果が 示 され た。NAAとBA処 理濃度組合わせ区間で は,0.5/0区が
110.4で最 も多 く,次 い で0.5/0.05区>0.5/0.1区>1.0/0.1区の順 とな り,0.5/0.5区が3.0で最 も
少な く,そ の差異は107.4であ った。 このよ うに,不 定根の形成 が,BA処 理処度が高 いほ ど遅
く,し か もその数が少ないのに対 し,そ の処理濃度が低いほど早 く,数 多 く形成 した。そ して,
NAAO.5mg:BAOmg〃組合わせ濃度処理 で最 も多 く形成 したのは,NAAO.5～1.Omg〃処理
濃度が不定根形成を誘起 し,発 根 を促進す る作用を示 してお り,ま た,他 方,BAの 高濃度処理
は不定根の形成 と成長 を著 しく抑制す る作用のあることが示 された。 この ことは,ChangJS(11),
P.CBilkey(18),XoLQらはNAAとBA処 理濃度がO.1mg〃以上で不定根形成が抑制 されるこ
と(22),ZaidS(24)ら,SoIS(20)らはNAAとBA処 理濃度 が0～1.Omg〃で不 定根 形成が抑制 さ
れ る と述 べ て い る こ と と,そ れ らの 実 験 結 果 とほ ぼ類 似 して い るが,KUkulczankaand
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Suszynska(14)のそれら実験結果 とは異なっていた。
形 成 された カルス と シ ュー トの生体 重 はNAA濃 度 処理 区間 では,0.5mg〃>1.Omg/1>O
mg〃各区の順に重か った。BA濃 度処理区間ではNAA処 理濃度に関係 な く,'不定根形 成数 と
反対 に低濃度処理 より高濃度処理ほ ど重 くなる傾向を示 した。NAAとBAの 処理濃度 の組 合わ
せ区間 では,0、5/1.0区が2000mgで最 も重 く,次 いで,1.0/1.0区>0.5/0.5区>1.0/0.5区の順
とな り,0/O.05区が400mgで最 も軽 か った。 この よ うに,NAAO.5mg:BA1.Omg/1組合わ
せ濃度処理 は不定根形成数が著 しく少なか ったに もかかわ らず,そ の生体重が最 も重い結果 とな
ったのは,細 胞増殖の促進に よって,カ ルス形成,シ ュー ト形 成お よび不定根の成長な どが最 も
促進 した ことに起因 しているもの と考えられ る。 しか し,NAAOmgとBAO～1.Omg〃組合わ
せ各区 と1.0/0区では,カ ルス形成,シ=一 トお よび不定根 の形成は認 められなかったが,そ の
原因について解明す る必要がある。
摘 要
セ ン トポー リアの大量増殖法 を確立す る目的で,品 種:ス ージを用い,葉 片組織培養におけ る
カルス形成,シ ュー ト形成お よび不定根の形成に及ぼす培地中のオーキシソお よびサイ トカイ ニ
ンの影響について試験管内実験を行 った。培養培地はMS培 地を基本 とし,培 養液ll当 た り,
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Fj書 ▲AdventitiousshootsfOrmedatthebaseofanisolatedaxenicleafonO.5mg〃
NAA十1.Omg〃BAmedium(1991).
Fig.5.Adventitiousrootsfor皿edatthebaseofanisolatedaxenicleafonO.5mg/t
NAA十 〇.1mglBAmedium(1991).
寒天9g,し ょ糖30gと し,pH値5.8に調整 した。実験区は上 の培養液ll当 た りNAAO,O.5お
よび1.OmgとBAO,0.05,0.1,0.5および1.Omgとを組合わせた計15区を設けた。 外植片培養は
昼光色蛍光灯 の照度,3.Oklux,16時間 日長で,25±2℃のイ ソキ ューベーターにおいて42日間
行 った。
外植片置床か らカルス形成,シ ュー ト形成お よび不定根の形成 までと,カ ルス形成か ら不定根
の形成 までの,そ れぞれの所 要 日数 はNAAO.5mg:BAO.5～1.Omg・tliter-i組合 わせ濃度 処
理 が 最 も少 な く,そ れ らの 形成 が早 ま った。 シ ュー ト形 成 数 はNAA1.Omg:BA1.Omg・
liter-i組合わせ濃度処理が最 も多か った。不定根形成数 はNAAO.5:BAO.1mg・liter-1組合わ
せ濃度処理 で多か ったが,NAAとBAの 高濃度処理ほ ど少な く,抑 制 され る結果を示 した。 し
か し,NAAOmg:BAO～1.Omg・liter-i組合わせ濃度処理では,不 定根の形成は認め られなか
った。形成 された カルス とシュー トの生体重はNAAO.5mg:BA1.Omg・liter1組合わせ濃 度
処理で最 も重か った。 したが って,セ ン トポ ー リアの葉組織 の 祝 擁加 培養 におけ る形態形成 に
対 してはNAAO.5mg:BAO.5～1.Omg・liter-1組合わせ処理が好結果を示 し,こ の処理濃度が
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最適であること,ま たNAAとBAは 単独処理 よ りも併用の効果の強い ことが明 らか となった。
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